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ABSTRACT: 

Known methods for the optical determination of the catalytic enzyme activity of 
a sample, which use enzyme substrates which are cleaved under the influence of 
the enzyme to be measured and decompose to coloured or fluorescent products, 
where the increase in colour or fluorescence intensity per unit time is 
regarded as a measure of the enzymatic activity, have the disadvantage that 
they are suitable only for optically transparent sample solutions. 
Measurements on whole blood, in particular in vivo determinations of enzyme 
activity, are therefore impossible. 

The method according to the invention avoids these disadvantages by an enzyme 
substrate being assigned to the end of a light conductor and being contacted 
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with the sample to be measured, and by the change, owing to the enzymatic 
reaction, in spectral properties of the enzyme substrate or its reaction 
products per unit time being measured and used for determination of the enzyme 
activity. 



12/17/2002, EAST Version: 1.03.0002 



(£) BUNDESREPUBLIK 



DEUTSCHLAIMD 



©Off nl gungsschrift 
© DE 3701833 A1 



(§?) Int. CI. «: 

C12Q1/00 



G 01 N 33/50 
G 01 N 21/75 
//A61K 49/00, 




(2) Akt nzeichen: P37 01 833.7 
© Anmeldetag: 23. 1.87 

@ Offenlegungstag: 6. 8. 87 



C12Q 1/42,1/40.1/38, 
1/44,1/34 



DEUTSCHES 




PATE NT A MT 



® Unionsprioritat: @ (S) © 
03.02.86 AT 255/86 



(§) Erfinder: 

Wolfbeis, Otto S., Univ.-Doz. Dr., Graz, AT 



@ Anmelder: 

AVL AG, Schaffhausen, CH 

© Vertreter: 

Katscher, H., Dipl.-lng., Pat-Anw., 6100 Darmstadt 



Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

@ Verfahren zur optischen Bestimmung der katalytischen Enzymaktivitat einer Probe, und eine Anordnung zur 
Durchfuhrung des Verfahrens 

Bekannte Verfahren zur optischen Bestimmung der kataly- 
tischen Enzymaktivitat einer Probe, hei welchen Enzymsub- 
strate verwendet werden, die unter dem EinfluB derzu mes- 
senden Enzyme gespalten werden und in farbige oder fluo- 
reszierende Produkte zerf alien, wobei die Zunahme an Faroe 
oder Fluoreszenztntensitat pro Zeiteinheit als Ma& fur die 
enzymatische Aktivitat gilt, haben den Nachteil, daB sie nur 
fur optische transparente Probenldsungen geeignet sind. 
Voltblutmessungen, insbesondere i n -vivo- Best immun gen 
der Enzymaktivitat, sind daher unmoglich. 
Das erfindungsgema&e Verfahren umgeht diese Nachteile 
dadurch, da& ein Enzymsubstrat dem Ende eines Lichtleiters 
zugeordnet und mit der zu messenden Probe in Kontakt ge- 
bracht wird und da& die durch enzymatische Reaktion be- 
dingte Anderung spektraler Eigenschaften des Enzymsub- 
^ strates bzw. dessen Reaktionsprodukte pro Zeiteinheit er- 
^ faSt und zur Bestimmung der Enzymaktivitat herangezogen 




wird. 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zur optischen Bestimmung der katalytischen Enzymaktivitat einer Probe, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi ein Enzymsubstrat dem Ende eines Lichtleiters zugeordn t und mit der zu messenden Probe 
5 in Kontakt gebracht wird und daB di durch nzymatische Reaktion bedingte Anderung spektraler Eigen- 
schaften des Enzyrasubstrates bzw. dessen Reakti nsprodukte pro Zeiteinheit erfafit und zur Bestimmung 
der Enzymaktivitfit herangezog nwird. 

2 Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die durch enzymatische Reaktion bedingte 
Anderung der Absorption des vorzugsweise synthetischen Enzymsubstrates Qber den Lichtleiter erfafit und 

io zur Bestimmung der Enzymaktivitat herangezogen wird 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafi die durch enzymatische Reaktion bedingte 
spektrale Anderung der Fluoreszenzstrahlung des vorzugsweise synthetischen Enzymsubstrates, beispiels- 
weise die Anderung der Fluoreszenzintensitat oder die Verschiebung des Fluoreszenzmaximums, Qber den 
Lichtleiter erf afit und zur Bestimmung der Enzymaktivitat herangezogen wird 

15 4 Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dafi zusatzlich zur Enzymaktivitat 
in an sich bekannter Weise der pH-Wert der Probe gemessen wird, und dafi dieser Mefiwert zur Korrektur 
der vorab bestimmten Enzymaktivitat herangezogen wird 

5. Anordnung zur Durchfflihrung des Verfahrens nach einem der AnsprQche 1 bis 4, wobei die zu messende 
Probe in Kontakt mit einem Enzymsubstrat steht, dadurch gekennzeichnet, dafi das Enzymsubstrat (9) dem 

20 Ende (10) eines lichtleiters (6) zugeordnet ist, wobei ein Photodetektor (14) mit nachfolgender Signalaus- 
wertung vorgesehen ist, welcher das vom Enzymsubstrat (9) oder dessen Reaktionsprodukten (9*) emittierte 
Fluoreszenzlicht oder reflektierte Anregungslicht mifit (Fig. 1). 

6. Anordnung nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dafi das Enzymsubstrat (9) am Ende (10) des 
lichtleiters (6) chemisch oder physikalisch immobilisiert vorliegt 

25 7. Anordnung nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dafi das Enzymsubstrat (9) auf einem dflnnen 
Tragerfilm (18) immobilisiert vorliegt, welcher auf das Ende (10) des Lichtleiters (6) aufgespannt ist (Fig. 2> 
8. Anordnung nach Anspruch 6 oder 7, dadurch gekennzeichnet, dafi sich zwischen der Oberflache des 
Lichtleiters (6) bzw. der des Tr&gerfilms (18) und dem Enzymsubstrat (9) langkettige Spacergruppen 
befinden. 

30 9. Anordnung nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dafi das Ende (10) des Lichtleiters (6) von einer 
einen Reaktionsraum (22) bildenden enzympermeablen Membran (23) umschlossen ist, welche das Enzym- 
substrat (9) enthalt und fur zeUulare Bestandteile der Probe undurchlassig ist (Fig. 4). 
10. Anordnung nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dafi das Enzymsubstrat (9) an ein wasserldsliches 
oder wasserquellbares Polymer gebunden vorliegt 

35 11. Anordnung nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dafi das Enzymsubstrat (9) an der inneren 
Oberflache (25) eines am Ende (10) des Lichtleiters (6) angeordneten, vorzugsweise zylindrischen Reak- 
tionsraumes (24X immobilisiert ist, wobei der Reaktionsraum (24) an seiner der Probe zugewandten Seite 
eine enzympermeable Membran (23) aufweist, welche fQr zeUulare Bestandteile der Probe undurchlassig ist 
und dafi die durch enzymatische Reaktion gebildeten Reaktionsprodukte (9*) in den Reaktionsraum (24) 

40 eindiffundieren (Fig- 5). 

12. Anordnung nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dafi durch den gegebenen Austrittswinkel a des 
Anregungslichtes im Zusammenhang mit dem darauf abgestimmten Durchmesser (27) und der Lange (28) 
des zylindrischen Reaktionsraumes (24) eine direkte Anregung des Enzymsubstrates (9) vermeklbar ist 
(Fig.5)L 

45 

Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur optischen Bestimmung der katalytischen Enzymaktivitat einer Probe, 
und eine Anordnung zur Durchfflhrung des Verfahrens, wobei die zu messende Probe in Kontakt mit einem 
50 Enzymsubstrat steht 

Die Bestimmung der katalytischen Aktivitat von Enzymen spiett in der biochemischen und klinischen Analytik 
eine sehr grofie Rolle. Abweichungen von der Normalaktivitat sind oft charakteristisch fQr das Auftreten von 
Krankheiten. Beispielsweise ist die Aktivit&t des.Enzyms "Saure Phosphatase" beim Auftreten von Knochen- 
oder Prostatatumoren deutlich erhdht, sodafi ihrer Bestimmung eine betrachtliche diagnostische Bedeutung 
55 zukommt 

Eine Vielzahl von Verfahren ist fur die Bestimmung enzymatischer Aktivitaten bekannt gewordea Sie sind 
zusammengefafit in den Bflchern von G.G. GUILBAULT; Enzymatic Methods of Analysis, Pergamon Press, 
Oxford, 1970; sowie H. BERGMEYER: Grundlagen der enzymatischen Analyse, Verlag Chemie, Weinheim — 
New York, 1977. Auch die Identification bakterieller Pathogene mit HBf e synthetischer Protease-Substrate ist in 
eo letzter Zeit von Interesse geworden [publiziert von COBURN, LYTLE und HUBER, in AnaL Chem. 57, 1669 
(1985)} 

Es ist bekannt, die Aktivitat von Enzymen mit Hilfe beispielsweise synthetischer, farbiger oder fluoreszieren- 
der Substrate zu bestimmea Man v rwendet dazu Enzymsubstrate, welche unter dem Einflufi der Enzyme 
gespalten werden und in farbige Produkte zerfallen. Die Zunahme von Farbe oder Fluoreszenzintensitat mit der 
65 Zeit dient als Mafizahl der enzymatischen Aktivitat Unter den Hydrolasen, welche mit Hilfe dieser kinetischen 
Methode besonders gut bestimmbar sind, sind zu erwahnen die Carboxylesterasen, Phosphatasen, Sulfatasen, 
Dealkylasen, Giykosidasen und Proteasen. 

Als typisches Beispiel sei die aus Analytical Biochemistry, 143, 146 (1984) v n KOLLER und WOLFBEIS 



2 



37 01 833 



bekanntgewordene Methode zur Bestimmung der Ph sphatasen angefflhrt, welche darauf beruht, daB ein 
Phosphorsftureesterd rfoIgendenStrukturA 




+ PhosphaMoa 



0— 



A 
farblos 



B 
gelb 



durch das Enzym "Saure Phosphatase" in zwei BruchstQcke gespalten wird Es entsteht ein ionisches Hydrolyse- 
produkt B sowie ein freies Phosphat-Ion. Das Phenolat-Ion B ist, im Gegensatz zum Ausgangssubstrat A, 
gekennzeichnet durch eine intensive gelbe Farbe sowie eine blaugrflne Fluoreszenz. Die Zunahme der Farbe 
bzw. Fluoreszenz mit der Zeit kann als direktes MaB fur die AktivitSt der "Sauren Phosphatase" verwendet 
werden. 

Diese Bestimmungsmethode ist sehr empfindlich und eriaubt den photometrischen Nachweis von etwa 0,001 
Aktivitatseinheiten Phosphatase pro Milliliter Probe, sowie von ca. 60 Mikroeinheiten pro Milliliter bei der 
fluorimetrischen Bestimmung. 

Entsprechende Verfahren fur die Bestimmung von Carboxylesterasen, Sulfatasen, oder Amylasen sind eben- 
falls bekannt 

Proteasen kdnnen, wie in der oben zmerten Arbeit von CX)BURN, LYTLE und HUBER beschrieben, in 
analoger Weise mit Hilfe synthetischer Peptide oder Amide bestimmt werden. Allen diesen Verfahren ist 
gemeinsam, daB durch die enzymatische Reaktion ein verschiedenfarbiges oder -fluoreszterendes Produkt 
entsteht 

Dabei konnte die Bestimmung enzymatischer Aktivit&ten bis jetzt ausschlieBlich in-vitro erfolgen, da keine 
der bekannten Methoden fQr eine Anwendung am lebenden Organismus geeignet ist Dies erscheint jedoch aus 
verschiedenen GrQnden wOnschenswert, da beispielsweise eine m-vitro-Bestimmung viel schneller und in Echt- 
zeit durchgefOhrt werden kann. Im Gegensatz dazu ist mit Hilfe bislang bekannter Methoden zuerst eine 
Probennahme notwendig, wobei Verfalschungen, wie sie bei Probennahme und Probenvorbereitung auftreten, 
nicht verhindert werden kdnnen. 

AuBerdem sind die genannten und auch alle anderen Besdmmungsmethoden mit Hilfe synthetischer Enzym* 
substrate praktisch nur dann geeignet, wenn optisch transparente Losungen bzw. Proben vorliegen. Fur Vollblut 
sowie fur in-vivo-Bestimmungen sind sie ungeeignet 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, ein Verfahren bzw. eine Anordnung zur Bestimmung der katalyti- 
schen Enzymaktivitat vorzustellen, welches die oben angefuhrten Nachteile nicht aufweist und insbesondere 
eine in-vivo-Bestimmung der Enzymaktivitat zulfiBt 

ErfindungsgemaB wird diese Aufgabe dadurch geldst, daB ein Enzymsubstrat dem Ende eines Lichtleiters 
zugeordnet und mit der zu messenden Probe in Kontakt gebracht wird und daB die durch enzymatische 
Reaktion bedingte Anderung spektraler Eigenschaften des Enzymsubstrates bzw. dessen Reaktionsprodukte 
pro Zeiteinheit erfaBt und zur Bestimmung der Enzymaktivitat herangezogen wird Die vorliegende Erfindung 
last das Problem der in-vivo-Bestimmung somit dadurch, daB ein Enzymsubstrat fQr beispielsweise hydrolytisch 
aktive Enzyme dem Ende eines Lichtleiters zugeordnet wird. Dieses Ende wird dann mit der Probe in Kontakt 
gebracht, wobei durch die enzymatische Aktivitat der Probe das Enzymsubstrat in seinen spektralen Eigenschaf- 
ten verindert wird Die Anderung wird uber den Lichtleiter verfolgt und als MaB fur die aktuelle Enzymaktivitat 
herangezogen. Erstmals ist damit auch eine Aktivitatsbestimmung im Vollblut und anderen optisch nicht trans- 
parenten Flftssigkeiten ohne vorhergehender Probenvorbereitung mdglich. 

In einer Ausgestaltung des erfindungsgem&Ben Verfahrens ist dabei vorgesehen, daB die durch enzymatische 
Reaktion bedingte Anderung der Absorption des vorzugsweise synthetischen Enzymsubstrates Uber den Licht- 
leiter erfaBt und zur Bestimmung der Enzymaktivit&t herangezogen wird 

In einer anderen Ausgestaltung der Erfindung kann die durch enzymatische Reaktion bedingte spektrale 
Anderung der Fluoreszenzstrahlung des vorzugsweise synthetischen Enzymsubstrates, beispielsweise die Ande- 
rung der FluoreszenzintensitfU oder die Verschiebung des Fluoreszenzmaximums uber den Lichtleiter erfaBt 
und zur Bestimmung der Enzymaktivitit herangezogen werden. Dabei wird bei der ersten Methode das von 
Enzymsubstrat bzw. dessen Reaktionsprodukte rQckgestreute Anregungslicht gemessen, welches in seiner In- 
tensity abhangig ist von dem durch die katalytische Enzymaktivitit beeinfluBten Absorptionsvermdgen des 
Substrates. Bei der anderen Methode wird beispielsweise mittels eines Filters oder eines energiedispersiven 
Detektorsystems die durch die katalytische Aktivitat des Enzyms vemrsachte Anderun" der Fluoreszenzintensi- 
tat des Enzymsubstrates uber den Lichtleiter gemessen und die MeBwerte einer Auswertung zugefuhrt 

Eine Ausgestaltung des Verfahrens sieht vor, daB zusatzlich zur Enzymaktivitat in an sich bekannter Weise der 
pH- Wert der Pr be gemessen wird, und daB dieser MeBwert zur Korrektur der vorab bestimmten Enzymaktivi- 
tat herangezogen wird 

Es ist bekannt, daB di Geschwindigkeit vieler enzymatischer Reaktionen stark vom pH-Wert d r Losung 
abhangt Daneben ist auch der Dissoziationsgrad vieler bei der Hydrolyse freigesetzter Farbstoffe pH-abhangig. 
Da der pH-Wert physi logischer Proben in gewissen Bereichen variieren kann, ist es notwendig, die tatsachlich 
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gemessene Enzymaktivitat hinsichtlich des pH-Wertes zu korrigierea Dies rfolgt am besten in empirischer 
Weise. Di pH-Abhangigk it der enzymatischen Aktivitat ist von sehr vi len Enzymen ber its bekannt, muB 
aber fur den Fall eines immobilisierten Enzymsubstrates neu bestimmt werden. Zur Messung des individuellen 
pH-W rtes der Probe ist es also sinnvoll, gleichzeitig mit der Messung der Enzymaktivitat auch den pH-W rt zu 
5 erfassea Die Bestimmung der wahren Enzymaktivitat erfolgt dann am besten dadurch, daB man ein mpirisch 
festgelegte Beziehung zwischen Aktivitat und relauv r Signaland rung als Funktion des aktuellen pH-Wertes 
zur Bestimmung heranzieht 

Eine Anordnung der eingangs genannten Art zur DurchfQhrung des erfindungsgemaBen Verfahrens, wobei 
die zu messende Probe in Kontakt mit einem Enzymsubstrat stent, ist dadurch gegebea daB das Enzymsubstrat 
io dem Ende eines Lichtleiters zugeordnet ist, wobei ein Photodetektor mit nachfolgender Signalauswertung 
vorgesehen ist, welcher das vom Enzymsubstrat oder dessen Reakdonsprodukten emittierte Fluoreszenzlicht 
oder reflektierte Anregungslicht mifit Dabei ist es von Vorteil, werni mittels eines Strahlenteilers ein Teil des 
Anregungslichtes einem Referenzphotodetektor zugeleitet wird, wodurch Schwankungen der Anregungslicht- 
quelle eliminiert werden kdnnea Je nach Art der Fragestellung bzw. der Natur des Enzyms sind dabei verschie- 
15 dene meBtechnische Anordnungen moglich. Allen Anordnungen ist aber gemeinsam, daB. ein beispielsweise 
synthetisches Enzymsubstrat dem Ende eines lichtleiters zugeordnet vorliegt und daB die Anderung der 
spektralen Eigenschaften mit Hilfe eines Lichtleiters verfolgt wird. 

Als Photodetektoren verwendet man zweckmaBigerweise Photomultiplier, Phototransistoren oder Photodi- 
odea Da letztere bOlig, aber nur in sichtbarem Spektralbereich empfindlich sind, werden bevorzugt solche 
20 Enzymsubstrate eingesetzt, deren Spaltung bei Wellenlingen Qber 450 nm, idealerweise fiber 500 nm, verfolgt 
werden kana Die Vorteile einer analytischen Wellenlange von Qber 460 nm liegen in der Mdgiichkeit der 
Verwendung kostengtmstiger licht-emittierender Dioden als lichtquellea 

Als Lichtquellen kommen in Frage GlQhlampea Gasentladungslampen, lichtemittierende Dioden (LEDs) oder 
Laser. Der Strahlenteiler kann auch durch einen dichroitischen Spiegel ersetzt werden, urn so das gestreute oder 
25 reflektierte Anregungslicht besser vom Fluoreszenzlicht zu trennea Der Lichtleiter 1st vorzugsweise eine 
einzelne Fiber, kann aber auch ein FiberbQndel seia 

Das Fluorzenzlicht kann vom reflektierten Anregungslicht natQriich auch mit Hilfe von Filtern getrennt 
werdea 

Eine der erfindungsgemaBen Anordnungen sieht vor, daB das Enzymsubstrat am Ende des Lichtleiters 
30 chemisch oder physikaUsch immobilisiert vorliegt Dabei wird das Enzymsubstrat direkt an der polierten Aus- 
trittsflache des Lichtleiters immobilisiert Es ist jedoch auch mfiglich, das Enzymsubstrat nach Entfernung des 
Mantels im Endbereich des Lichtleiters an der Umfangsflache des Kerns des Lichdeiters zu immobilisierea Die 
Lichtschwachen bzw. die Fluoreszenz wird in diesem Fall durch die sogenannte evaneszierende Lichtwelle 
bewirkt, da bei der Totalreflexion an der Grenzflache des lichtleiters die elektromagnetische Welle einige 
33 Nanometer tief in das Enzymsubstrat, welches hier das optisch dunnere Medium ist, eintritt Das Anregungslicht 
kann dort absorbiert werden, bzw. Fluoreszenz induzierea wenn sich innerhalb der Reichweite der evaneszie- 
renden Welleein Farbstoff beflndet Reflektriertes bzw. emittiertes Ucht wird durch den lichtleiter zuruckgelei- 
tet und gemessea 

Die Immobilisierung der Enzymsubstrate kann auch verschiedene Weise erfolgea So wurde z. B. das vom 
40 Cumarin abgeleitete Substrat der f olgenden Struktur, 



so welches fur eine Bestimmung fur die Butyryl-Cholinesterase geeignet ist, auf folgende Weise am Ende eines 
lichtleiters immobilisiert: Das blanke Ende eines 200 Mikrometer dicken Quarzlichtleiters wurde fein poliert 
und mit einer 20%igen waBrigen Ldsung von Schwefelsaure aktiviert Dadurch werden oberflachliche ionische 
Verunreinigungen entfernt und die Oberfltche chemisch reaktiver gemacht AnschlieBend wurde die Glasober- 
flache mit dem Glasderivatisierungs-Reagens Aminopropyl-triethoxysilan in bekannter Weise umgesetzt Diese 
55 Umsetzung besteht im wesentlichen darin, daB die akdve Oberflache des Glases in einer 10%igen Ldsung des 
Silans in Toluol 2 Stda lang auf 100° erhitzt, anschlieBend mit Aceton gewaschen und bei 120° getrocknet wird 
Man erhalt dadurch einen Lichdeiter, dessen Ende freie Aminogruppen tragt 

An diese Aminogruppen konnen nun mit Hilfe an sich bekannte chemische Methoden Enzymsubstrate 
geknupft werdea Das vorhin genannte Substrat I wurde mit Hilfe des Peptidkupplungs-Reagenzes Ethyl- 
60 NX^-dimethylambopropyl)K^bodiinMd-hydK)chlorid immobilisiert 

Altemativ kann man das Substrat auch in das entsprechende Carbonsaurechlorid Qberfuhren und dann mit 
den Aminogruppen der Glasoberflache zur R aktion bringea 

Bringt man di so erhaltenen EndstQcke der optischen Fibern in Kontakt mit einer Ldsung, welche aus Enzym 
Butyryl-Cholinesterase enthalt, so beobachtet man in einer MeBan rdnung, nach Anspruch 5 in kurzer Zeit ein 
b5 deutliche Zunahme der Lichtabsorption bei einer analytischen Wellenlange von 410—430 nm, sowie eine Zunah- 
me der Fluoreszenzintensitat bei 460—470 nm. 

In anal ger Weise zu diesem Beispiel konnen die vom gleichen GrundmolekQl abgeleiteten typischen Substra- 
te far Sulf atasea Amylasen, bzw. Proteasen der folgenden Strukturen II, HI, IV immobilisiert werden: 



COOH 



43 




(D 



4 



37 01 833 





10 



COOH 

R«-OSO- 3 Na + (II) 

R«-0-Amylose (III) 

R mm Aminosaure(n)-NH— (IV) 

In alien Fallen bewirkt die enzymatische Aktivitlt der Probe eine Zunahme der Absorption bei 420 nm bzw, 
der Fluoreszenz bei 460 nm. 
Das Substrat filr das Enzym lipase der folgenden Struktur V, 



CO— C n H» "0 3 S OH 15 



20 



25 

welches vom 1- Hydroxy pyre n-3 ? 63-trisulfonat, bezeichnet mit VI, abgeleitet ist, kann als Beispiel fur ein synthe- 
tisches Enzymsubstrat dienen, welches auf eiektrostatische Weise immobilisiert werden kann. Die Immobilisie- 
rung beruht auf der Wechselwirkung zwischen den negativ geladenen Sulfonato-Gruppen des Substrates und 
den positiv geladenen oberflachlichen Ammoniumgruppen des Anionentauschers, welcher ate Tragermaterial so 
eingesetztwird 

In einer weiteren Ausgestaltung der Erflndung kann auch vorgesehen sein, daB das Enzymsubstrat auf einem 
dunnen Tragerfilm immobilisiert vorliegt, welcher auf das Ende des lichtleiters aufgespannt ist Im folgenden 
wird in typischer Weise die Herstellung einer Membran mit einem elektrostatisch immobilisierten Enzymsub- 
strat beschrieben: « 

Man taucht eine Anionentauschermembran in eine Ldsung von 1 g 1 -Hydroxypyren-3££-trisulf onat VI in 
50 ml Methanol Nach ca 2 min zieht man die gelb gefarbte und grim fluoreszierende Membran heraus und 
wascht sie zuerst mit ca. 0,06 molarem Phosphatpuffer von pH 7, dann mit Wasser. Nach dem Trocknen wird sie 
in eine Ldsung von 100 mg Laurinsftureanhydrid in Dioxan gelegt, wodurch das oberflachlich gebundene VI in V 
Qbergeht Die Ldsung des Laurinsaiireaimydrids wurde hergestellt durch Auflosen von 0,1 g Laurinsaure in 1 ml 40 
Dioxan, Zugabe von 0,1 g N^'-Dicydohexylcarbiaumid und AbfOtrieren des entstandenen Niederschlags. Nach 
zwei Stunden kann die Membran aus der Ldsung genommen und mit trockenem Aceton gewaschen werden. Sie 
weist nun eine blau-violette Fluoreszenz auf, ihre geibe Farbe ist verschwundea 

Wird diese Membran am Ende eines lichtleiters aufgespannt und in Kontakt mit einer Ldsung des Enzyms 
lipase gebracht, so wird das Substrat durch das Enzym in ein gelbes, stark grun fluoreszierendes Hydrolysepro- 45 
dukt uberfQhrt Die Zunahme der Absorption bei 460 nm bzw. der grfinen Fluoreszenz bei 520—535 nm wird mit 
Hilfe des Lichtleiters verfolgt Sie ist ein direktes MaB fOr die in der Probe herrschende Enzymaktivitat Die 
Spaltung dieses Substrates erfolgt allerdings nicht nur durch das Enzym Lipase, sondern auch durch Serumalbu- 
min. Da die Aktivitat des letzteren oft betrachtiich hdher ist, kann der Sensor auch zur Bestimmung des 
Humanserumalbumins, z. B. im Blut, herangezogen werdea 50 

Die zuletzt beschriebene Methode eignet sich auch zur Herstellung anderer immobilisierter Enzymsubstrate 
fur Hydrolasea Sie ist nicht nur als alternative Methode zur Herstellung von enzym-empfindlichen Schichten zu 
verstehea sondern kann auch zur Regenerierung bereits verbrauchter Sensoren dienea 

Die durch verschiedene Hydrolasen bewirkten Spaltungen der immobilisierten Enzymsubstrate erfolgen auf 
einer festen Oberflache, namlich dem Tragermaterial fur das Substrat Solche Spaltungen erfolgen aber bei 5S 
chemisch immobilisierten Substraten oft wesentiich langsamer als in Ldsungen, wo die Substrate dem Angriff 
der Enzyme von alien Seiten ausgesetzt sind. Je langsamer die Hydrolyse wird, desto starker machen sich 
daneben stdrende EinflQsse durch die stets in geringem MaB ablaufende nicht-enzymatische Hydrolyse der 
Substrate bemerkbar. 

Es wird nun gefundea daB sich die Hydrolysegeschwindigkeit immobilisierter synthetischer Substrate durch 60 
Enzyme wesentiich beschleunigen laBt, wenn sich erfindungsgemaB zwischen der Oberflache des lichtleiters 
bzw. der des Trigerfilms und dem Enzymsubstrat langkettige Spacergruppen befind a 

Als Spacergruppen dienen z. B. langkettige Diamine, wie das Hexamethylendiamia Eine Spacergruppe kann 
aber auch direkt mit dem Silylierungsreagens eingefuhrt werden, etwa mit Hilfe sogenannter "long chain 
amines". b5 

Um stdrende Emflflsse stark gefarbter Prob nmaterialiea z. B. Blut, auf das optisch System zu verhindern, 
kann das EndstQck des Lichtleiters mit einer Schutzhfllle bedeckt werden, welche das Eindringen gefarbter 
grofler Partikel, z. B. Erythrocyten, verhindern solL Enzyme k"nnen hingegen diese Schutzhfllle durchdringea 
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Einideales Material f Or prot inp rmeable Schutzhfillen ist Cellulose. 

Anstatt die Enzymsubstrate direkt am Ende eines Lichtleiters zu imm bilisieren, ist es erfindungsgemaB auch 
mdglich, daB das Ende des Lichtleiters von iner einen Reaktionsraum bildenden enzympermeablen Membran 
umschlossen ist, welcbe das Enzymsubstrat enthalt und fur zellulare Bestandteile der Probe undurchlassig ist Ein 
> soldier Reaktionsraum muB ftir das zu bestimmende Enzym zuganglich sein, gleichz itig darf aber das Enzym- 
substrat aus diesem nicht ausdiffundieren konnen. 

Das Ausdiffundieren des Enzymsubstrates kann erfindungsgemaB dadurch verhindert werden, dafi das En- 
zymsubstrat an ein wasserldsliches oder wasserquellbares Polymer gebunden vorliegt, z. B. durch chemische 
Immobilisierung. Als wasserlosliche oder -quellbare Polymery welche als Trager fur die im Reaktionsraum 
io befindlichen Enzymsubstrate dienen kdnnen, kommen z. B. in Frage: Dextran, Agarose, Polyethylenimin, Poly- 
acrylamid oder Polyalkohole. Entscheidend f Or die Wahl des polymeren Trfigers ist in diesem Fall der Urnstand, 
daB die Molekflle des Tragerpolymers groB genug sind, urn ein Austreten durch die SchutzhOUe zu vermeiden. 
Durch enzymatische Hydrolyse wird das immobUisierte Substrat gespalten und erleidet dadurch eine Anderung 
seiner spektralen Eigenschaften. Diese Anderung wird fiber den Lichtleiter verfolgt und dient als MaB fQr die 
is Enzymaktivit&t Da der freigesetzte Farbstoff aber in gewissem Umfang durch die Cellulosemembran ausdiffun- 
dieren kann, ist es unbedingt erforderlich, daB die enzymatische Reaktion wesentlich schneller abliuft als die 
Diffusion aus der Reaktionsblase. 

In der zuletzt angefOhrten Anordnung konnen nur solche Enzymsubstrate zur Verwendung kommen, deren 
spektrale Eigenschaften sich durch die enzymatische Reaktion deutlich £ndern. Dies liegt daran, daB der 

20 Lichtleiter sowohl das Enzymsubstrat als auch seine Spaltprodukte optisch erfaBL Deshalb wird in einer 
Weiterbildung der Erfindung vorgeschlagen, daB das Enzymsubstrat an der inneren Oberflache eines am Ende 
des Lichtleiters angeordneten, vorzugsweise zylindrischen Reaktionsraumes immobilisiert ist, wobei der Reak- 
tionsraum an seiner der Probe zugewandten Seite eine enzympermeable Membran aufweist, welche fur zellulSre 
Bestandteile der Probe undurchlassig ist und daB die durch enzymatische Reaktion gebUdeten Reaktionsproduk- 

21 te in den Reaktionsraum eindiffundieren. Dadurch, daB nun das Substrat von seinen Spaltprodukten r&umlich 
getrennt vorliegt, kann man spezifisch die BUdung der Spaltprodukte verfolgen. 

Auf einfache Weise wird die optische Trennung dadurch ermdglicht, daB durch den gegebenen Austrittswin- 
kel a des Anregungslichtes im Zusammenhang mit dem darauf abgestimmten Durchmesser und der Lange des 
zylindrischen Reaktionsraumes eine direkte Anregung des Enzymsubstrates vermeidbar ist Die Zylinderwand 
jo samt dem oberflachlich aufgetragenen Substrat befindet sich nun auBerhalb der durch den Austrittswinkel a 
gegebenen numerischen Apertur des lichtleiters, sodaB das Substrat, solange keine enzymatische Reaktion 
abftuft, vom Lichtleiter nicht erfaBt wird 

Dringt nun das zu bestimmende Enzym in den Reaktionsraum ein, so findet eine enzymatische Reaktion unter 
Freisetzung eines Farbstoff es statt Der Farbstoff verteilt sich im Reaktionsraum und seine Farbe bzw. Fluores- 
35 zenz wird vom Licht weiter erfaBt Die Zunahme an Farbe bzw. Fluoreszenzintensitlt wird als MaB fur die 
katalytische Enzymaktivitat herangezogen. 

Die letztgenannte Anordnung weist einige prinzipielle Vorteile auf. 

a) Enzymsubstrat und Spaltprodukt kdnnen wegen der r&umlichen Trennung spektral nicht mehr uberiap- 
40 pen, sodaB hohe Blmdwerte vermieden werden. 

b) Es kdnnen nicht nur synthetische Enzymsubstrate eingesetzt werden, sondern auch naturliche Substrate, 
welche mit Farbstoff markiert sind. 

Die folgenden Beispiele illustrieren die groBe Anwendungsbreite der erfindungsgemaBen Anordnung, wobei 
45 fast immer die Immobilisierung durch chemische Verknupfung von polymeren Triger, Spacergruppe, und den 
eigentlichen Farbstoff en erfolgt: 

1.) Die Immobilisierung des 7-Hydroxycumarin-3-carbonsaure fiber eine Spacergruppe (Adipins£ure) an 
eine Cellulosemembran oder an die Oberflache eines anderen OH-gruppentragenden Polymers fflhrt zu 
50 einer Oberfl&che der folgenden Struktur; 



55 



bO 



65 




U —OH 



— OH 



Die enzymatische Spaltung der CO— O-Bindung durch ein Enzym aus einer Gruppe der Carboxyiesterasen 
ffihrt zur Freisetzung des Farbstoffes, welcher dann in das Blickfeld des Lichtleiters diffundiert und be- 
stimmt wird. 
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2.) Die Immobilisierung v n 3-Cyan -7-hydroxycumarin an OH-haltige Prolymere Ober eine 
CH 2 — CH 2 — CH 2 — CH 2 Spacergruppe fOhrt zu einem Strukturelement der folgenden chemischen Formel: 



CN 

—OH S\f\, 
-0— CH 2 — CH 2 — CH 2 — CH 2 — 0 O 



€ 

-OH 

Der entstehende immobilisierte Farbstoff ist ein synthetisches Substrat fur Dealkylasen. Diese spalten die 
Ethergruppen und setzen den Fluoreszenzfarbstoff 7-Hydroxycumarin-3-carbonsfiure frei, welcher vom 
Lichtleiter wieder erfafit werden kann. 

3.) Untenstehend wird das Strukturelement eines auf einer Glasoberflache immobilisierten Proteasesub- 
stratsgezeigt: 

—OH 

CH 3 



— OH 



-0— Si— (CH 2 h— NH— CO— (CHA— CO— NH 0 O 




-OH 

An der Oberflfiche des Reaktionsraumes kann auch ein mit einem Farbstoff markiertes naturliches Substrat 
immobilisiert werden, z.£L ein Proteia Dazu kann z. B. HQhnereiweiB-Lysozym an der Oberflache der Wand 
immobilisiert und dann mit Fluoresceinisothiocyanat fluoreszenzmarkiert werden, Im Kontakt mit dem Enzym 
Trypsin wird dieses Substrat gespalten. Fluorescein und fluorescein-markierte BruchstQcke des Lysozyms dif- 
f undieren in den vom Lichtleiter optisch erfafiten Raum ein und konnen dort fluorimetrisch erfaBt werden. 

Immobilisierte Proteine sind leicht herstellbar, konnen aber auch kauflich erworben werden. Auch Saccaride, 
also zuckerartige Verbindungen sind in immobilisierter Form kommerziell erhaltlich, z. H. immobilisiertes N- 
Acetylglucosamin, Lactose, Melibiose, N-Acetylgalactosamin, Fuoose, Mannose, Cellobiose, Galactose und Glu- 
cose. Diese Materialien kdnnen an der Wand des Reaktionsraumes angebracht und mit einem Farbstoff markiert 
werden. Als solche Farbstoffe sind geeignet Ruorescein-isothiocyanat, Dansylchlorid, Fluorescamin, Naphthyl- 
isocyanat und Europiumchelate. Durch enzymatische Reaktion werden die markierten Molekule freigesetzt, 
worauf sie in den Reaktionsraum diffundieren und vom Lichtleiter erfaBt werden konnen. 

Das Material, von welchem der Reaktionsraum umgeben ist, kann selbst das Substrat sein. Es kann sich dabei 
z. B. um die Amylose, welche zu den Polyglucosiden gehSrt, handeln, welche an der inneren Oberflache fluores- 
zenzmarkiert werden muB. Auch Polypeptide oder FettsSureester kommen als Materialien, welche sowohl 
Substrate als auch Wandmaterial sind, in Frage. NatQrlich kann es sich dabei nur urn wasserunlSsliche Materi- 
alien handeln. ^ JO 

Der Vorteil, der sich durch die Verwendung angeRirbter naturlicher Enzymsubstrate ergibt uegt dann, daB 
man auf diese Weise die hohe Spezifitat ausniitzen kann, welche Enzyme fQr natttriiche Substrate besitzen. In 
Verbindung mit der Fluorimetrie hat man damit das Ziel einer sowohl empfindlichen als auch spezifischen 
Bestimmungsmethode erreicht 

Viele Enzyme treten nicht nur in einer Form auf, sondern bilden weitere Untergruppen. Ein typisches Beispiel 
dafQr sind die Phosphatases Unter diesen gibt es solche, welche in alkalischer Losung ein Aktivititsmaximum 
besitzen, sogenannte alkalische Phosphatasen, und solche, welche in saurer Ldsung ein Aktivititsmaximum 
besitzen, namlich saur Phosphatases Die Bestimmung der klinisch wichtigen sauren Phosphatase kann bei z. B. 
pH 7,4 nicht mehr erfolgen, ohne gleichzeitig die Aktivitat der alkalischen Ph sphatasen zumindest anteitig 
mitzuerfassen. 

Zur Umgehung dieses Problems wird es notwendig, eine Anordnung mit zwei enzymsensitiven fiberoptischen 
Kathetem zu verwenden. Diese mttssen sich dadurch unterscheiden, daB die beiden Enzymsubstrate am jeweili- 
gen End unt rschiedlich Affinitat zu den Enzymen besitzen und sich auch in der maximalen Umsetzungsge- 
schwindigkeit untersch idea Die Affinitat eines Enzyms zu dem Substrat wird durch die Micha lis-M nten- 
K nstante angegeben, die maximale Geschwindigkeit durch eine GrdBe, welche die maximale Umsetzungsge- 
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schwindigkeit angibt 

Im folgenden wird die Erfindung anhand der in den Fig. 1 bis 5 dargestellten AusfQhrungsb ispiele naMier 
erlautert Es zeigen Fig. 1 eine schematische Darstellung einer Anordnung nach der Erfindung sowie die Fig. 2 
bis 5 jeweiis verschiedene AusfOhrungsformen eines Details der Fig. 1. 

In Fig. 1 wird das aus der Lichtquelle 1 fallende Licht mit einer KoUimatorlinse 2 gesamm It und nach dem 
Passieren eines Filters 3 durch eine Fokussierlins 4 in das eintrittsseitig Ende 5 eines Lichtleiters 6 eingekop- 
pelt Di Wellenlange des Lichtes wird dabei mit Hilfe des Filters 3 auf das Absorptionsmaximum des durch di 
enzymatische Hydrolyse f reigesetzten Farbstoffs eingestellt Ein Teil des Lichtes wird durch einen Strahlenteiler 
7 auf einen Referenzphotodetektor 8 gelenkt Dieser Referenzdetektor dient dazu, Intensitatsschwankungen der 
lichtquelle 1 zu eliminieren. 

Ober den Lichtleiter 6 wird das Licht zum beispielsweise synthetischen Enzymsubstrat 9 geleitet, welches sich 
am austrittsseitigen Ende 10 des Lichtleiters 6 in immobilisierter Form befindet Wird nun das Enzymsubstrat 9 
durch ein entsprechendes Enzym gespalten, so wird das auftreffende Licht aufgrund der Bildung farbiger 
Reakdonsprodukte 9* mehr und mehr absorbiert und somit eine Schwachung erfahren. 1st der entsprechende 
FarbstofT fluoreszenzfahig, so wird andererseits eine immer starker werdende Fluoreszenzintensitat zu beob- 
achten sein. 

Sowohl reflektiertes licht als auch Fluoreszenzlicht werden durch denselben lichtleiter 6 zurflckgeleitet und 
durch die halbverspiegelte Oberflache 11 des Strahlenteilers 7 mit Hilfe der Linsen 12, 13 auf einen Photodetek- 
tor 14 gelenkt Miflt man die Fluoreszenz, so schaltet man zwischen Strahlenteiler 7 bzw. linse 12 und Detektor 
14 noch ein zweites optisches Filter 15, welches fur reflektiertes Anregungslicht undurchl&ssig 1st, wodurch man 
sehr selektiv nur das Fluoreszenzlicht erfassen kann. Das am Photodetektor 14 gemessene Signal 5 bzw. das am 
Referenzphotodetektor 8 gemessene Referenzsignal R wird verst§rkt und einer hier nicht dargestellten Anzei- 
ge- bzw. Auswertevorrichtung zugef flhrt 

Fig. 2 zeigt vergroBert das Ende 10 des Lichtleiters 6, welcher einen Kern 16 und einen Mantel 17 mit 
unterschiedlichem Brechungsindizes aufweist Dabei ist das Substrat 9 auf einem dunnen Tragerfllm 18* z. B. aus 
Cellulose, Ionentauschermembran oder Polyacrylamid immobilisiert, welcher dann auf das austrittsseitige Ende 
10 des Lichtleiters 6 aufgespannt wird. 

Es ist auch moglich, das Enzymsubstrat 9, wie in Fig. 3 dargelegt, auf der tuBeren Flache 19 des zylinderformi- 
gen Kerns 16 eines Lichtleiters 6 aufzubringen, wobei im Endbereich des lichtleiters der Mantel 17 entfernt 
wird Dabei kann der Lichtleiter 6 an seiner kreisfdnnigen Austrittsflache 20 eine lkhtreflektierende Kappe 21 
tragen. 

Fig, 4 zeigt wieder schematisch das Ende 10 eines Lichtleiters 6, an welchem sich ein blasenfdrmiger Reak- 
tionsraum 22 befindet, welcher durch eine proteinpermeable Membran 23, z. B. aus Cellulose, begrenzt ist Im 
Reaktionsraum 22 befindet sich das Enzymsubstrat 9, welches aber, da es aus relativ kleinen MolekOlen aufge- 
baut ist, durch die Wand der Membran 23 ausdiffundieren wilrde. Um dies zu verhindern, wird das Enzymsub- 
strat 9 an ein wasserldsliches Polymer mit grdBeren MolekOlen immobilisiert Als Trtger fur die im Reaktions- 
raum 22 vorliegenden Enzymsubstrate kommen vorallem wasseridsliche oder quellbare Polymere in Frage. 

Mh der in Fig. 5 dargestellten Anordnung gelingt es, die Reakdonsprodukte 9' vom ursprunglich vorliegenden 
Enzymsubstrat 9 raumlich zu trennen. Am Ende 10 eines lichtleiters 6 befindet sich dabei ein zylindrischer 
Reaktionsraum 24, dessen der Probe zugewandte Seite mit einer enzympermeablen Membran 23, z. B. aus 
Cellulose oder pordsem Polycarbonat, abgedeckt ist An der inneren Wand 25 des den Reaktionsraum 24 
bildenden Zylinders 26 befindet sich das farbige oder fluoreszierende Enzymsubstrat 9. Es ist im Gegensatz zu 
den vorhin beschriebenen Anordnungen nicht homogen im Reakdonsraum verteilt, sondern liegt ausschlieBlich 
an der inneren Wand 25 des Zylinders 26 chemisch, elektrostatisch, oder physikalisch immobilisiert vor. 

Sobald das zu messende Enzym entiang des Pfeilers 29 durch die Membran 23 in den Reaktionsraum 24 
eintritt, findet die enzymatische Reaktion unter Freisetzung der Reaktionsprodukte 9 / statt Die Reakdonspro- 
dukte 9 r kdnnen sich frei im Reaktionsraum 24 bewegen und diffundieren auch in jenem Bereich der durch den 
Austrittswinkei a des Anregungslichtes definiert ist Dabei ist darauf zu achten, daB der Durchmesser 27 und die 
Linge 28 des den Reaktionsraum begrenzenden Zylinders 26 so gewahlt werden, daB das austretende Anre- 
gungslicht nicht auf die Wand des Zylinders bzw. auf das daran immobilisierte Enzymsubstrat 9 fallt 
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